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論文内容要旨
 制癌性抗生物質ネオカルチノスタチン(NOS)は,1957年に放線菌翫r8〆・・型・83・αrz一
 瞬03麺あ・醐の培養液から単離された酸性の単純蛋白で,分子量11、000,N一末端はalanille,
 G一末端はasparagine,16種の109ケのアミノ酸から成るslnglepeptideである。NCS
 は,L-1210を含む多くの実験種瘍とヒトの白血病に有効であり,その作用機1乍は5αr血肥
 ∠鶴犯およびHeLa細胞に於いて特異的にDNA合成を阻,lfする。
 細菌によってつくられるペプチド性抗生物質の産生磯作についてはすでに多くの報告があるが,
 いずれの場合も鯉リボゾームによらない蛋白合成"と理解されていた。しかし工ngramらは5`四一
 餌oe・・鋤36α・島3による抗菌性抗生物質邸sinは通常の蛋白合成により産生され,蛋白合成
 阻害剤Chloramphenico1(OP)とPuromycin(PM)により阻“、重『されると報告している。N(〕S
 は他のpeptide性抗生物質Bacitl・acin,Gramlcidin,Tyrocidhleよりも分子量が大きく,
 その産生機作はBacitraclnらの産生機作と異なるも0)と予想されたので以下の実験を行った。
 翫㍑.σ伽Z齢。説α琵σ1"を澱紛、キナコを主成分とする種培地に接種,27℃で約16時間
 振盪培養したものを,グルコース,カザミノ酸,塩類から成る産生培地に3彩量接陣し,培養を
 続けるとNCSは放線菌の増殖より遅れて培養液中に産生され,.最高300mcg/mlの産生を示す。
 先ずNOSの産生におよぼす高分子合成阻害剤の影響をみたところActin・mycinD(AcM),
 PMおよびCPによりその産生は完全に阻害され,NOSの産生は0・ry了し6加・翻γ研ηzゐpん齢一
 8万倣のジフテリア毒素の産生機構にみられるようにm-RNAの合成を介する蛋白合成系による
 ものと考えた。
 次に培養後0,4,8,12,16および24時間目にAcM40mcg/m!を加えNGSの産生におよ
 ぼす抑制効果をみたところ,0および4時間の添加で完全に阻害され,8,12およびi6時間で
 は部分的な産生阻害がみられたが,24時間では何ら抑制効果はみられなかった。この結果から
 NOSの産生はAcMに感受性な前期と非感受性な後期に分けられた。
 次にこのdenovo合成の行なわれる前期についてNGSへのラベルアミノ酸のとり込みをしらべ
 た。培養後0,4.8,12および16時間E1に3H-alanineO、2μci/miを加え,各々の時間で1
 時間パルスラベル後,菌体を洗浄し同じ組成のラベルアミノ酸を含まない培地でchaseし,各々40
 時間まで培養,培養濾液中から硫安塩析,ゲル濾過,CM一セルローズクロマトグラフィーにより
 NCSを精製し3H-NOSの含量をしらべた。8時間のラベルでNOSへの3H-alanilleのとり込
 みが最も高く,次いで4時間であった。更にこのNOSへのとり込み値と菌体蛋白量の比を求め
 即ちNCS前駆体の合成量を求めると,菌体の増殖がそれ程顕著でない4時間に最高のピークが
 みられた。ただし培養開始後8時間までは菌体中にもNGSは見出せなかった。これらの結果か
 ら,培養開始後4時間目にNGSの合成に必要なm-RNAの合成を介したNGS前駆体の蛋白合成が
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 行なわれると考えた。
 次に菌体から培養液中に放出されるNCSの産生機構についてしらべた。12時間まで」二llし1t音
 地で培養した菌体を洗浄後,CずおよびM〆10-2Mを含む0.066M燐酸緩衝液(PH7.2)
 Nongrowing培地(NG培地)に浮遊して7℃で振盤培養したところ,何ら凾体の増加がみられ
 ないNG培地中にも5時間後NCSの産生がみられた。そこでこの後期にNG培地へAcM,PM,(〕P
 各々40mcg/mlを加え,NeSの産生におよぼす影響をみたところeP,PMによってのみそ
 の産生が抑制された。この結果は,12時間までにすでに形成されていたNOS前駆体からNes
 への転換のために新たな蛋白合成が必要で,この過1:llがCPおよびPMにより阻、llされると考えた。蛋1'iに
 ついてしらべた。産生培地で培養後O,一1,8時間目に14(〕一アミノ酸を加え前期12時間の培養を続
 け,菌体を洗浄後NG培地へ移しさらに培養を続けた。そして。.5および1時間日の培養ヒ清と
 培養液から精製したN(3Sの放射活性をしらべた。その結果添加時間にかかわりなくNG培地中に
 遊離したラベル蛋白の約70拓は1ヰC-NCSであることが明らかになった。次に菌体内に於ける
 NGS合成の場についてしらべた。14e一アミノ酸を含む産生培地で12時間培養し得られた菌体
 を洗浄畿3っに分け,1つにはep40mcg/m1を含むNG培地に,他の2つはNG培地に浮遊し
 培養した。培養後0、5,4時間目に各々の菌体をYonedaらσ)ノ∫法によって海砂と共に摩砕し,
 7,000rpmの遠心で海砂と細胞片を・除去し得られた一ヒ清を更に1〔15,〔)OO9の超遠心を行い,
 得られた1)articulate分画を庶糖密度勾配沈降法で細胞膜分画とMicros・mal分画に分け,そ
 れぞれの分画につき260,280nmおよび放射活性をしらべた。その糸、彗果,4時間NG培
 地で培養したものの細胞膜分画の放射活性は0,5時間培養したもののそれにくらべて約45%
 減少し,この誠少分はNG培地中に遊離した放射活性1面こ等しかった。またCPを添加した系で
 はこれらの変化はみられなかった。これらの結果から,NOSおよびNOS前駆体の合成はpol-
 ysomeを含む細胞膜近辺で行なわれていると推定した。
 以上,NCSの産生機構は他のpeptide性抗生物質Bacitracin,Gramicidin,Tyrocidine
 のそれとは異ったものでm-RNAを介して行なわれていることが明らかになった。
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 審査結果の要旨
 本論文は分チ量11,000の単純蛋白である新抗癌性抗生物質ネオカルチノスタチン(NCS)
 の放線菌菌体内に於ける生産機構(biogenesis)についての研究である。
 著者はこの放線菌をグルコース・カザミノ酸からなる産生培地に接種し,産生に及ぼす
 actinomycinD(AcM),puromycin(PM)およびchloramphenico1(CM)の
 影響をしらべ,これらがNGSの合成をいずれも阻害することより,mRNAを介した蛋白合成糸
 によりNCSの産生が行われるものと第1に推定した。つづいてAcMの40mcg廟4を培養後
 0時間および4時間に加えると合成を阻害するが,8時間以後の添加は無効で,即ちAcM感受
 性の前期と非感受性の後期にincubationperiodを二分した。次にラベルアミノ酸のとり
 こみを1時間パルスラベルでしらべたところ,培養8時間のラベルでNCSへ3H-aianineの
 とりこみが最高に到達する事が明らかになった。ただし8時間では液中にも菌体中にも活性の
 NOSは見出されない。以上培養4時間まででNGSのm乱NAは合成され,8時間でNOS前駆体
 の蛋白合成が終『する。次に12時間まで産生培地で培養した菌体を燐酸緩衝液に移して培養す
 ると5時間でNcsは液中に証明される。この時期にNes合成はcM,PMによってのみ阻害さ
 れる。また産生培地でラベルしてこの燐酸緩衝液に移し,精製したNGSのラベル量をしらべると
 添加時間にかかわりなく約70%はラベルNGSであった。この事は前駆体の存在を支持する。
 最後に菌体のどの部分で合成が行われるかしらべたところ,polysomeを含む細胞膜近辺で行
 われる事が推定された。
 以上ネオカルチノスタチンの生合成過程を充分に解析した本業績は学位授与に値する。
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